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RESUMO

Introducdo: Cnicos benedictus Linneau, popularmente conhecida como cardo-santo, cardo-
mariano ou cardo-bento, € uma uma espécie comumente empregada na medicina popular no
tratamento de diversas doengas, sem a comprovacéo cientifica da sua eficiéncia.

Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana e triagem fitoquimica do extrato etanolico de Cnicos
benedictus Linneau.

Métodos: A atividade antibacteriana do extrato etandlico de Cnicos benedictus Linneau foi
realizada pelo método de difusdo em discos. Os valores da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) foram determinados usando o teste de microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas
da NCCLS. A triagem fitoquimica dos metabdlitos secundarios foi realizada segundo

metodologias de rea¢bes quimicas cromogénicas ou precipitacao.
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Resultados: Os resultados mostraram que o extrato bruto apresentou perfil fitoquimico composto
por alcaloides, esteroides, fenois, flavonoides, taninos, triterpendides e saponinas. As
concentragdes inibitdrias minimas do extrato variaram entre 32,0 a 205,0 ug mL™ em bactérias
Gram-positivas. No entanto, nenhuma atividade inibitdria foi observada no crescimento das cepas
bacterianas Gram-negativas testadas.

Conclusdo: O extrato etandlico bruto de Cnicos benedictus Linneau tem um potencial
antimicrobiano contra o Gram-positivas, tornando-se uma alternativa importante para
bioprospeccédo de novos farmacos com propriedades antibidticas.

Palavras-chave: Cnicos benedictus Linneau; bactérias patogénicas; atividade antibacteriana.

RESUMEN

Introduccion: Cnicos benedictus Linneau, popularmente conocida como cardo, es una especie
utilizada en la medicina popular para tratar una variedad de enfermedades, aunque sin evidencia
cientifica de su efectividad.

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y el cribado fitoquimico del extracto etandlico de
Cnicos benedictus Linneau.

Métodos: La actividad antibacteriana del extracto etandlico de Cnicos benedictus Linneau se
realizd mediante el método de difusion en disco. Los valores de concentracion inhibitoria minima
se determinaron usando la prueba de microdilucion en caldo de acuerdo con los estandares
NCCLS. El cribado fitoquimico de metabolitos secundarios se realizé de acuerdo con reacciones
quimicas cromogénicas 0 metodologias de precipitacion.

Resultados: Los resultados mostraron que el extracto crudo presentaba un perfil fitoquimico
compuesto por alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides, taninos, triterpenoides y saponinas.
Las concentraciones inhibitorias minimas del extracto variaron de 32,0 a 205,0 pg mL* en
bacterias Gram-positivas. Sin embargo, no se observd actividad inhibitoria en el crecimiento de
las cepas bacterianas Gram-negativas analizadas.

Conclusiones: El extracto etandlico crudo de Cnicos benedictus Linneau tiene potencial
antimicrobiano contra los Gram-positivos, lo que lo convierte en una alternativa importante para
la bioprospeccion de nuevos farmacos con propiedades antibioticas.

Palabras clave: Cnicos benedictus Linneau; bacterias patdgenas; actividad antibacteriana.

(D) ev-ne | Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 S,E,.!MERM Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2022;27(1):e925

ABSTRACT

Introduction: Cnicos benedictus Linneau, popularly known as thistle, is a species used in folk
medicine to treat a variety of diseases, although without scientific evidence of its effectiveness.
Objective: To evaluate the antibacterial activity and phytochemical screening of the ethanolic
extract of Cnicos benedictus Linneau.

Methods: The antibacterial activity of the ethanolic extract of Cnicos benedictus Linneau was
performed using the disc diffusion method. Minimum inhibitory concentration values were
determined using the broth microdilution test in accordance with NCCLS standards.
Phytochemical screening of secondary metabolites was performed according to chromogenic
chemical reactions or precipitation methodologies.

Results: The results showed that the raw extract presented a phytochemical profile composed of
alkaloids, steroids, phenols, flavonoids, tannins, triterpenoids and saponins. The minimum
inhibitory concentrations of the extract ranged from 32.0 to 205.0 ug mL-1 in Gram-positive
bacteria. However, no inhibitory activity was observed in the growth of the Gram-negative
bacterial strains analyzed.

Conclusions: The raw ethanolic extract of Cnicos benedictus Linneau has antimicrobial potential
against Gram-positives, which makes it an important alternative for the bioprospecting of new
drugs with antibiotic properties.

Keywords: Cnicos benedictus Linneau; pathogenic bacteria; antibacterial activity.

Recibido: 28/02/2022
Aceptado: 04/01/2022

Introducéo

A espécie botanica Cnicos benedictus Linneau, também conhecida como cardo-santo, cardo-
mariano ou cardo-bento, pertence a familia Asteraceae, género Cnicus, de porte pequeno, 30 a 40
cm de altura, folhas espinhosas, caule avermelhado, bastante ramificada e flores com tonalidade
amarelo claro. E uma planta originaria da Africa que se adaptou aos terrenos rochosos e nao

cultivaveis no nordeste brasileiro.®t)
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Na medicina popular € indicada para os males do figado, tbnico estomacal, cicatrizante, diurético,
tosse e reumatismo. Tem sido amplamente estudada, devido apresentar propriedades
antioxidantes, antidepressivas, anti-inflamatorias, antissépticas e antimicrobianas.®?

Diversas plantas com atividades antimicrobianas s&o utilizadas como fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, na producao de medicamentos fitoterapicos que visem oferecer tratamento
alternativo, baixo efeito colateral e maior eficiéncia contra bactérias patogénicas resistentes a
antibidticos disponiveis no mercado.®%

Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo realizar a triagem fitoquimica e avaliar a
atividade antibacteriana in vitro do extrato etanolico de Cnicos benedictus Linneau, frente a cepas

de bactérias patogénicas.

Métodos

Material botanico

As folhas de Cnicos benedictus Linneau foram coletadas no municipio de Imperatriz, estado do
Maranhé&o, Brasil, no horto medicinal da Faculdade de Imperatriz (FACIMP) e identificadas pela
equipe do Laboratério de Botanica da Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranh&o
(UEMASUL). A exsicata do vegetal esta armazenada no Herbario da UEMASUL, sob o n°
08.2017.

As folhas coletadas foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40£1 °C por 48 h, trituradas em
moinho elétrico de facas e armazenadas em recipiente escuro, hermeticamente fechado, até o

momento das analises.

Obtencao do extrato etanolico (EEB)
O extrato etanolico bruto (EEB) de Cnicos benedictus foi obtido utilizando-se, o processo de
maceragdo em &lcool etilico.®) Foram pesados 100 g das folhas da planta e colocados em 1 000
mL de alcool etilico a 85 %. Essa mistura foi macerada a temperatura ambiente por 15 dias, ao
abrigo da luz, sendo a seguir filtrada, concentrada por meio de evaporador rotativo e armazenada

em frasco ambar estéril a 4+1 °C, para posterior analise.

Investigacao fitoquimica qualitativa
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A triagem fitoquimica dos metabdlitos secundarios foi realizada no extrato etanolico bruto

(EEB), segundo metodologias adaptadas de Barbosa et al.® e Matos.(")

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando as bactérias padrdes Gram-positivas (Bacilus
cereus 11778; Bacilus subtilis 6633; Listeria monocytogenes 1911; Staphylococcus aureus
25923) e Gram-negativas (Citrobacter freundii 8090; Enterobacter sakazaki 51329; Escherichia
coli 25922; Proteus mirabilis 25933; Pseudomonas aeruginosa 10145; Salmonella typhi 566K;
Serratia marcescens 274; Serratia odorifera 3077T) obtidos da American Type of Culture
Collection (ATCC).

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura de 24 h, em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Difco). O in6culo foi preparado em solucdo salina, cuja suspensdo foi
padronizada pelo tubo 0,5 na escala Mc Farland, para se obter suspensdo com 1,0 a 5,0 x108 UFC

mLL,

Teste de difusdo em agar
A atividade antibacteriana foi verificada pelo método de difusdo em disco de papel (tipo 3 com 6
mm de didmetro) no meio gelosado Miller Hinton (Oxoid).® As suspensdes dos
microrganismos-teste desenvolvidas em BHI por 24 h (1,0 a 50 x 108 UFC mL™) foram
semeadas na superficie do meio, em placas de Petri, com auxilio de alca de Drigalsky (100
uL/placa). Neste ensaio foram utilizados discos de 6 mm de didmetro, embebidos com 20 uL de
solugdo do extrato em estudo, nas concentragdes de 250,0 a 500,0 ug mL™. As placas foram
incubadas a 35+1 °C durante 24 h. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em mm pela média aritmética do didmetro dos halos de inibi¢do formado ao redor dos
discos nas trés repeticdes. Os solventes bem como os diluentes utilizados na dissolugdo dos
extratos foram usados como controle negativo. O antibiotico clorafenicol foi utilizado como

farmaco de referéncia (controle positivo).

Determinacgédo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Nos ensaios de determinagdo da concentracdo minima inibitéria (CIM) foram utilizadas

concentragdes de 10,0 a 250,0 pg de EEB em 1 mL de meio liquido BHI, aos quais foram
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repicadas as cepas bacterianas.® Esses tubos foram acondicionados em estufa bacterioldgica em
temperatura de 351 °C por 24 h. Em seguida foi semeado 10 uL de cada solugdo em placas
contendo o meio de cultura Agar Miieller-Hinton e novamente mantido em estufa bacteriol6gica
sob as mesmas condic¢des descritas anteriormente. Os resultados foram determinados de acordo

com o aparecimento ou ndo de colbnias bacterianas na superficie do meio de cultura.

Analise estatistica
Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo (n=5). Analises de variancia
ANOVA seguida pelo teste de Tukey foram utilizadas e o valor de p menor que 0,05 foram

utilizados como nivel de significancia.

Resultados

O estudo fitoquimico dos extratos brutos (EEB) obtidos das folhas de Cnicos benedictus

possibilitou a triagem das principais classes de metabdlitos secundarios, como mostra a tabela 1.

Tabela 1 - Triagem fitoquimica do EEB das folhas de Cnicos benedictus.

Classes de metabdlitos secundarios Resultados
Acucares redutores +

Alcalbides (reativo de Bouchardat)
Alcaléides (reativo de Dragendorff)

+| 4+ +

Alcaléides (reativo de Mayer)
Antraquinonas -
Catequinas -
Esterdides e triterpendides +
Fenois e taninos +
Flavonoides +
Polissacarideos -
Proteinas e aminoacidos +
Purinas -
Saponinas +
Sesquiterpenolactonas e outras lactonas -
(+): indicativo de presenca; (-): indicativo de ausencia.

A tabela 2 mostra os resultados das (CIM) do extrato hidroalcodlico de Cnicos benedictus. Os

resultados foram analisados segundo metodologia proposta por Aligianis et al.®) sendo
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considerada como forte inibigdo (até 500 pg mL™?), moderada (600 a 1000 pg mL™?) e fraca
(acima de 1000 pg mL™).

Tabela 2 - Concentragdo minima inibitéria dos EEB de Cnicos benedictus contra bactérias Gram positivas

e negativas.
Bactérias (ATCC) CIM (hgmL -
EEB de C. benedictus Clorafenicol®
Gram Positivas
Bacilus cereus (11778) 60,0 >1,250
Bacilus subtilis (6633) 43,8 >1,250
Listeria monocytogenes (1911) 32,0 >1,250
Staphylococcus aureus (25923) 205,0 >1,250
Gram Negativas
Citrobacter freundii (8090) >5,000 >1,250
Enterobacter sakazaki (51329) >5,000 >1,250
Escherichia coli (25922) >5,000 >1,250
Proteus mirabilis (25933) >5,000 >1,250
Pseudomonas aeruginosa (10145) >5,000 >1,250
Salmonella typhi (566K) >5,000 >1,250
Serratia marcescens (274) >5,000 >1,250
Serratia odorifera (3077T) >5,000 >1,250
Shigella sonei (29930) >5,000 >1,250
Vibrio parahaemolyticus (17802) >5,000 >1,250

& Controle positivo.

O EEB de Cnicos benedictus apresentou forte atividade antibacteriana sobre o crescimento das

bactérias Gram-positivas e fraca para as Gram-negativas analisadas em condicdes laboratoriais.

Discussao

A pesquisa de plantas com atividades biologicas comprovadas, se torna um grande aliado da
ciéncia por fornecer comprovacdes cientificas sobre o uso de plantas medicinais, haja vista que a
maioria delas sdo utilizadas pela populacdo sem nenhuma comprovagdo cientifica de sua
eficacia.?

A triagem fitoquimica do extrato etandlico (EEB) das folhas de Cnicos benedictus evidenciou a
presenca de alcaloides, esteroides, fendis, flavonoides, taninos triterpendides e saponinas, que

apresentam atividades antimicrobianas comprovadas. %1213
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A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato etanolico de Cnicos benedictus demonstrou
elevada capacidade de inibicdo do crescimento das bactérias Gram-positivas em estudo, com
valores de CIM variando de 32,0 a 205,0 ug mL™? (Tabela 2). O S. aureus apresentou menor
sensibilidade ao EEB dentre as bactérias Gram-positivas, devido a possivel resisténcia
microbiana e baixa acdo seletiva contra a estrutura bioquimica da parede celular bacteriana.®

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, 0 EEB néo apresentou inibicdo microbiana em nenhuma
das concentracBes testadas. Embora, o extrato contenha em sua composicdo metabolitos
secundarios com agdo antimicrobiana comprovada.

A diferenca de atividade antimicrobiana entre as bactérias Gram positivas e negativas estdo
relacionadas a presenca de uma das estruturas da membrana externa das bactérias Gram
negativas, que pode impedir a passagem de moléculas com potencial antimicrobiano através desta
membrana.®

Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com outros estudos realizados com plantas da
familia Asteraceae. No extrato hidroalcodlico de guaco (Mikania laevigata), também néo foi
evidenciado nenhuma atividade antimicrobiana contra os microrganismos E. coli (25992), P.
aeruginosa (27853), E. faecalis (29212) e E. faecium (10541). Conforme os autores o resultado
foi inesperado, pois na medicina popular o guaco (Mikania laevigata) é muito utilizado com
finalidades antissépticas.*®

Os extratos hidroalcodlicos de margarida-de-sdo-miguel (Aster lanceolatus Willd.), também da
familia Asteraceae, aplicados nos microrganismos Escherichia coli (ATCC 11229), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC 43071), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27283), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) ndo apresentaram atividade antimicrobiana.*
No geral as plantas da familia Asteraceae ndo sdo possuem boa atividade contra bactérias, quando
se verifica essa acdo ocorre somente contra microrganismos poucos resistentes (Gram-
positivos).141% Com isso, os resultados da presente pesquisa sio promissores, visto que o EEB de
Cnicos benedictus demonstrou atividade antibacteriana frente as bactérias Gram-positivas, o0 que
motiva estudos posteriores para o isolamento e identificacdo dos principios ativos responsaveis

pela atividade bioldgica, com potencial de uso na industria farmacéutica.
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